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La presente invention conceme le diagnostic des adenocarcinomes de la prostate. 
En particulier, Tinvention a ponr objet xm procede de diagnostic d'mie pathologie benigne de la 
prostate ou d'mi adenocarcinome de la prostate chez nn patient soup5onn6 d'Stre atteint de 
telles pathologies par utilisation de partenaires de liaison capables de reconnaitre Tantigene 
5 specifique de la prostate (ou PSA, pour Prostate Specific Antigen) specifiquement sous sa 
forme libre activable. 

Le PSA est produit par Tepithelium glandulaire de la prostate humaine, 
probablement sous une forme zymogene inactive (LundwaU et al FEBS Lett. 1987), et est 
secrete dans le Kquide seminal sous sa forme active (Lilja, J. Clin Invest 1985). Uactivite 
10 biologique du PSA dans le Uquide seminal est liee i sa fragmentation proteolytique limitee des 
proteines predominantes secretees par les vesicules seminales (Lilja, L Clin Invest 1985 ; Lilja 
et al J. Clin Invest 1987 ; Mc Gee et al Biol, reprod. 1988). 

Le PSA est le principal marqueur du cancer de la prostate qui affectera, au cours 
de sa vie, un homme sur six en Occident Cette protease de la famille des kallikreines, 
15 principalement secretee par T^pithelium prostatique, est retrouvee a une concentration de 0,5 a 
5 nigtail dans le liquide seminal et a une concentration un million de fois moindre dans le serum 
d\m patient. Ainsi, le PSA est trouve nomialement a une concentration inf6rieure a 2,5 ng/ml 
dans le serum. Cependant, cette concentration augmente. en piincipe notablement lors d'lm 
cancer de la prostate et lors ^alterations benignes telles que Thypertropliie de la prostate 
20 benigne (BPH) ou la prostatite aigue. 

La sequence proteique du PSA a 6te determinee. 11 s'agit d*ime glycoproteine 
comportant 237 acides amines ("Moleculai- cloning of human prostate specific antigen cDNA". 
LundwaU A, Lilja H., 1987, FEBS Lett 214 : 317-322). 

II a ete propose une methode de diagnostic consistant a mesurer la concentoation 
25 en PSA serique et a la comparer k une valeur-seuil qui est de 4 ng/ml. Toutefois, on a constate 
que cette methode de diagnostic conduit a suspecter a tort trois patients sur quatre, ce qui est 
prejudiciable. De plus, cette methode ne permet pas de diagnostiquer 30 a 45% des cas de 
cancers confines a la glande, ce qui constitue pourtant un stade precoce de la maladie 
potentiellement curable dont le diagnostic serait done particulierement souhaitable. Le caractere 
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peu satisfaisant de cette methode est d'ailleitrs demontr6 par Tetude rapportee dans Tarticle 
"Prostate Cancer Detection in Men Wifli Serum PSA Concentrations of 2,6 to 4.0 ng/nil and 
Benign Prostate Examination", Catalona etal, JAMA, 14 Mai 1997 - Vol. 277, No. 18, qui 
montre que la valeur-seuil doit etre inferieure a 4 ng/ml pour depister precocement un cancer de 
5 la prostate. 

Par ailleurs, il a ete montre que dans le serum, le PSA s*associait k des inhibiteurs 
de protease, tels que ra-l-antichymotrypsine (ACT), et ra-2 macroglobuline (A2M), Ces 
associations entrainent Tinactivation de Tactivite chymotcypsique du PSA, comme cela a et6 
demontre dans Tarticle "En2ymatic activity of prostate specific aatigen and its reactions with 

10 ultracellular serine proteinase inliibitors" A. Christensson, C.B. Laurell, H, Lilja> 1990 Eur. J. 
Biochem 194 : 755-763« Ceci a egalement permis de mettre en e\ddence que le PSA present 
dans le serum etait soit sous forme libre, c'est-a-dire non associe, soit sous forme complexee, 
c*est-a-dire associe. L'usage du ratio PSA libre sur PSA total a alors ete propose afin 
d'ameliorer la specificit6 du diagnostic, 

15 Ainsi, la demande de brevet W097/12245 decrit une metib.ode permetfcant de 

diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate sans biopsie, Cette methode consiste a 
mesurer, daas le serum on dans le sang des patients, la quantite totale de PSA. Si cette valeur 
est comprise entre 2,5 et 20 ng/ml, on mesui*e egalement la concentration de PSA libre. On 
calcule ensuite le ratio PSA libre sur PSA total Si ce ratio est inferieur a 7%, le diagnostic 

20 s'oriente vers un adenocarcinome de la prostate. 

Toutefois, Tutilisation d*un seuil a 7%, pour le diagnostic d'un cancer de la prostate, 
est conlroversee par de nombreux auteurs, comme le montre la publication de Lein et ah 
"Relation of free PSA/total PSA in serum for diJHerentiating between patients with prostatic 
cancer and benign prostate hyperplasia : vv^hich cutoff should be used Dans ce document 

25 publie dans la revue Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 1998, il a ete demontre qu'il est 
difficile, par le biais de ce ratio, de dilferencier systematiquement un cancer de la prostate d'une 
BPH, 

Pour ces raisons, la demanderesse s'est interess6e, dans la demande de brevet 
WOOO/02052, a la presence dans le serum de formes clivees du PSA paimi les formes libres 
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du PSA. Les formes moleculair^ de PSA serique de patients atteints de cancer ou de BPH ont 
ete cartographiees par electrophorese bidimensiomelle, associee a una detection par 
chimiolurninescence, afin d'observer Tensemble des formes de PSA c'est-a-dire les formes 
libres, dont les formes clivees, et les formes complexees. 
5 Les profils delectropliorese de serums de sujets atteints dadenocarcinome de la 

prostate sont relativement homogenes, presentant essentiellement les formes libres non clivees 
du PSA, tandis que cemc de sujets atteints de BPH peuvent comporter rnie proportion 
relativement importante de formes libres clivees et des spots legerement plus basiques sans 
forme clivee. Uaugmentation du ratio PSA libre serique sur PSA total serique observee chez les 
10 patients atteints de BPH serait done essentiellement liee a I'existence de PSA libre cliv6, qui 
pourrait etre eii^ymatiquement iaactif et done incapable de se lier a TACT, ainsi qu'a la presence 
d'une forme de PSA libre legerement plus basique que la fomie PSA libre active, qui pourrait 
correspondre a la fonne zymogene, inactive, du PSA. 

En fonction de ces observations, la demanderesse a decrit des methodes de 
15 diagnostic d'adenocarciiiome de la prostate comprenant la quantification, apres separation par 
electrophorese bidimensionnelle, du PSA libre clive et/ou non olive et Tutilisation de ces valeurs 
aim d'etablir un diagnostic. 

Toutefois, meme si ces methodes ont permis d'ameliorer le diagnostic, elles 
requierent la noise en oeuvre delectrophorese bidimensionnelle. Elles sont par consequent assez 
20 couteuses et necessitent beaucoup de temps de manipulation. 

Pour 6viter ces manipulations, il a ete decrit dans la demande de brevet 
WOOl/77180 de nouveaux anticorps diiiges specifiquement centre le PSA libre inactif, clive 
et/ou non clive, ainsi que leur utilisation dans un precede de diagnostic de pathologic benigne de 
la prostate ou de radenocai'cinome de la prostate. 
25 Toutefois, ce precede a pour inconvenient qu'il ne permet pas de discriminer entre 

les formes libres clivees et les formes libres non clivees. 

Le Demanderesse a maintenant d6couvert qu'il existait dans les echantillons 
biologiques de patient, panni les formes libres du PSA, une nouvelle forme de PSA qui n'est 
pas la forme zymogene (ProPSA) mais est aussi activable, c'est-a-dire qui a potentiellement la 
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capacite de reagir avec les inhibiteurs de protease, et que la detection d'une telle foime libre de 
PSA activable pexmettait un diagaostic difFerentiel entte des sujets attaints de pathologies 
benignes de la prostate et des sigets atteints d'ad&iocarcinome de la prostate avec une 
excellente specificite et sensibilite. 

Ainsi la pr^sente invention a pour objet un procede de diagaostic d'une pathologie 
benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend 
les 6tapes consistant a : 

i) metire en contact un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA 
libre activable avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'Stre atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 

iO mettre en Evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
de liaison, 

iiO calculer le rapport entxe la quantity de forme libre activable de PSA detecf^e dans 
l'6lape ii) et la quantite d'une fonne de PSA autie que la forme Kbre activable, pr&ente dans un 
Echantillon de m&ne nature pr61ev6 chez le mgme sujet, et 

iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou pax 
une pathologie benigne de la prostate en comparant la valeur du rapport detemiine dans I'etape 
iii) a une valei«-seuil predetemunee, choisie selon le type de mpport utilise et r^iesentative de 
la limite de detection de chaque pathologie. 

Les differentes finnes du PSA, presentes dans les fluides biologiques tels que le 
liquide seminal ou le s^ d'un patient, ont souvent eu des denominations difiet^ntes suivant les 
auteurs. Tous s'accordent a considerer que le PSA total se trouvent sous deux fomres que sont 
la forme Kbre (PSA libre) et la forme complexee avec des inhibiteurs de protease tels que 
I'ACT (PSA complexe). Le PSA libre pent egalement etre denomme suivant sa taille : loxs de 
sa production sous forme de ProPSA, il possede des acides amines supplementaires (7 ou 5 ou 
4 ou 2). On park alors de PSA zymogene ou de ProPSA-7, ProPSA-5, etc. Ce proPSA, 
aprds maturation et done perte de ses acides amines suppkmentaires, pent se retrouver soit 
sous foitne intacte, soit sous fonne partielle. Dans ce dernier cas, on paiie de PSA tronque ou 
clive. Le PSA libre sous forme intacte peut egalement etre denature (glycosyle ou deglycosyle); 
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on parle alors de fonne denaturee. Ainsi, les foimes de PSA libres comprennent le PSA 
zymogene, le PSA inlact, denature ou non, at le PSA clive. 

On parle aussi^ pour ces difFerentes formes libres ou complexees de PSA, de 
foimes actives et de formes inactives. Par forme active, on entend les formes etant capables de 

5 se lier aiix inhibiteurs de protease, tels que FACT, Par forme inactive, on entend les formes 
incapables d'une telle capacite de liaison. On sait que le PSA complexe est inactif puisqu'il s'est 
deja li6 a un inhibiteur. De meme, le PSA Hbre clive et le PSA libre denature sont inactifs car ils 
ne possfedent plus la capacite de se lier aux inhibiteurs. Enfin, les formes du PSA zymogene sont 
inactives. Les autres formes libres de PSA sont done actives. Alors que dans le liquide seminal 

10 ou dans des surnageants de la lignee cellulaire LnCaP ces formes actives sont presentes, il est 
couramment admis que ces fomies actives n' existent pas dans le serum car complexees aux 
inhibiteurs de protease. 

La Demanderesse a maintenant mis en evidence contre toute attente que parmi ces 
foimes libres actives existait una forme Hbre activable, c'est-a-dire ayant encore la capacite de 

15 se lier aux inhibiteurs de protease dans le semm^ cette liaison pouvant etre mise en oeuvre apres 
activation de ladite forme libre activable, EUe a egalement mis en evidence que Tutilisation du 
dosage d'une telle forme de PSA libre activable permettait le diagnostic de patients atteints de 
Fadenocarctnome de la prostate ou d'une BPH. 

Sans vouloir etre lie a une tiieorie, la Demanderesse pense que cette forme libre 

20 activable de PSA serait, apres activation, equivalente a la forme de PSA qui se complexe a 
TACT. Cette forme libre activable serait une forme de PSA « fermee », emprisonnant le site de 
fixation a FACT, son activation permettant de transformer la foime « fermee » en foime 
« ouverte » et liberer ainsi le site de fixation. La Demanderesse a decouvert que, de fegon 
inattendue, les partenaires de liaison reconnaissant F^pitope de sequence SEQ ID N°l 

25 (DTPYPWGWLLDEGYD) etaient capables de se lier specifiquement dans le serum a cette 
forme libre activable de PSA sans se Eer ni au PSA libre denature ou clive, ni au ProPSA, et 
que Futilisation de cette propriete particuliere permettait d*obtenir un procede de diagnostic des 
pathologies Uees a la prostate tres sensible et tres specifique. 

Les echantillons biolo^ques dans lesquels le procede de Finvention est mis en 
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ceuvre est tout 6chantillon biologique susceptible de contenir du PSA. A titre d'exemple de tels 
6chantillons, on peat citer le Kquide seminal, le sang, le s&mn, le plasma et les. urines, le serum et 
le plasma 6tant particulierement pieferes. 

Les partenaires de Kaison capables de se lier specifiquement au PSA Hbre activable 
5 appropries aux fins de I'invention comprennent par exemple les anticoips, les Iragmeats 
d'anticoq)s et les mimotopes, ainsi que tout autre partenaire connu de Thomme du metier pour 
avoir cette capacite. 

Par fiagments d'anticorps, on entend en general dans la presents demande, tout 
fragment d'anticorps ayant conserv6 la specificite de I'anticoips d'origine, dans le cas present la 
10 capacite de se lier specifiquement au PSA Kbre activable, et en particulier des fragments de type 
Fab et F(ab'). Dans la presente demande, le mot "anticoq^s" designe par la suite egalement des 
fragments d'anticorps lorsque le sens le permet 

Les anticorps utiles au sens de I'invention comprennent notamment les anticoq)s 
polyclonaux purifies et les anticoips monoclonaux. 
15 La pr^aration des anticoq,s polyclonaux et des anticoips monoclonaux sont 

largement comus de I'homme du metier et le principe de cette preparation est rappelee ci- 
apres» 

Les anticorps polyclonaux peuvent gtre obtmus par immunisation d'un animal avec 
au moins un antigene cible d'inter6t, suivie de la recuperation des anticorps recherches sous 
20 fonne purifi^e, par pr6Bvement du serum dudit animal, et separation desdits anticorps des 
autires constituante du s&um, notamment par chromatogtaphie d'aifinite sur une colonne sur 
laquelle est fixee un antigene specifiquement reconnu par les anticoq,s, notamment ma antigene 
cible d'interet. 

Les anticoips monoclonaux peuvent etre obtenus par la technique des hybridomes 
25 dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, geneialement une soims, (ou des 
cellules en culture dans le cadre d'immiutisations in vitro) avec un antigene cible d'int&et, dont 
les lymphocytes B sont alois capables de produire des antico^^s contie ledtt antigene.' Ces 
lymphocytes pmducteurs d'anticoips sont ensuite fiisionnes avec des cellules myelomateuses 
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"immortBlles" (murines dans Texeirple) poui' dotxtier lieu a des hybridomes. A partir du melange 
heterogene des cellules aiiisi obtenu, on effectue alors une selection des ceMes capables de 
produiie m anticorps particulier et de se multiplier indefiniment Chaque hyhridome est midtiplie 
sous la forme de clone, chacim conduisant a la production d'xm anticorps monoclonal dont les 
5 proprietes de recoxmaissance vis-a-vis de Fantigene tumoral d'interet pourront ete testees par 
exemple en ELISA, par immunotransfert en une ou deuK dimensions, en immnnofluorescence, 
ou a Mde d*un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi selectioimes, sont par la suite 
purifies notamment selon la technique de chromatographie d'affinite decrite ci-dessus. 

Par mimotopes, on entend tout peptide synfhetique ou recombinant capable de 
10 mimer xuie conformation interagissant specifiquement avec le dit epitope. 

Selon un mode de realisation prefere, le partenaire de liaison capable de se lier 
specifiquement au PSA libra activable remplit au moins Tune des conditions suivantes : 
- il est capable de recomiaitre Tepitope de sequence SEQ ID N""! . 
c'est un anticorps ou un fiagment d'anticorps. 
15 La sequence epitopique SEQ ID N^^l i*econnue par les partenaii'es de liaison 

appropries aux fins de Tinvention mime un epitope conformationnel du PSA, 

Un exemple d'anticorps capable de reconnaitre Tepitope de sequence SEQ ID N*^ 
1 approprie aux fms de Tinvention est Fanticorps 5D3D1 1 tel que decrit dans Michel S,, et al, 
1999, Clinical Chemistry, 45(5) : 638-650. L'utilisation de cet anticorps particulier dans le 
20 procede de Tinvention est inattendue en ce sens que cet article indique que cet anticoips est 
capable d'inliiber Factivite enzymatique du PSA et done la fixation d' ACT, en d'autres termes 
qu'il n'est capable que de se lier a une forme Hbre active du PSA «ouverte ». Dans le cas 
present, la Demanderesse a aussi montre qu'il etait capable de se lier a la foime libre activable, 
c'est-a-dire « fermee ». 

25 Les conjugues constitues du partenaire de liaison capable de.se lier specifiquement 

au PSA libre activable et de la forme libre activable du PSA sont nouveaux et constituent 
egalement un objet de Finvention. 

Selon un mode de realisation ledit partenaire de liaison capable de se lier 
specifiquement au PSA libre activable du conjugue de Finvention est un paitenaire de liaison 
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capable de reconnaitre I'epitope de s6quence SEQ ID N°l, 

La deuxieme 6tape du precede de diagnostic de I'invention consiste a metfre en 
Evidence la capture de ladite forme Ubre activable de PSA par ledit partenaire de liaison 
capable de se lier specifiquement au PSA libre activable. 

Cette etape peut 6tre mise en oeuvre directement en detectant la liaison entre ledit 
partenaire de Haison et ladite forme Hbre activable de PSA, ou bien apres elution de ladite forme 
libre activable de PSA immunoc^turee par ledit partenaire de liaison. La forme libre activable 
du PSA inranmocapturee par ledit partenaire de Kaison, puis eluee sera appelee dans la suite 
PSA libre activable iramunopurifi6. 

L'61ution de la forme libre activable de PSA immunocapturee par ledit partenaire 
de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable peut etre mise en oeuvre par 
tout procede d'elution connu de I'homme du metier, tel qu'un choc de pH. De preference, on 
utilise un choc ackie, par exemple en utilisant un tampon glycine 0,1M pH 2,8. 

La detection de la capture de ladite forme libre activable de PSA, qu'elle soit 
immunopurifi6e ou non, peut etre reaHs6e par tout moyen de detection connu dans le domaine 
des immunodosages, tel que la detection directe et la detection inditecte. 

Dans le cas de la detection indirecte, c'est-a-dire par I'intemiediaire d'un 
partenaire de detection, on utilise un partenaire de detection capable de se lier a la foime libre 
activable du PSA. Ce partenaire de detection se Ke sur un epitope diff&ent de celui utilise par 
ledit partenaire de liaison utilise dans I'etape i) lorsque le PSA libre activable n'est pas 
immunopurifi6. A titre de partenaire de d^ection appropri6 k cette fin, on peut citer les 
anticorps tels que les anticoips anti-PSA total, ce qui constitue un mode de realisation de 
I'invmtian. 

Des exemples de tels anticoips anti-PSA capables de reconnaitre un Epitope 
different de ceiui utilise par ledit partenaire de liaison utilise dans l'6tape i) sont d^ciits dans 
Particle de Michel S., et al (1999, supra). 

Ces partenaires de detection peuvent etre prealablement marqu6s. 

Par marquage, on entend la fixation d'un marqueur capable de generer directement 
ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces marqueurs consiste en : 
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© les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimelrie, fluorescence, 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la p-galactosidase, 
la gJucose-6-phosphate deshydrogenase, 

© les chromophores conmie les composes luminescents, colorants, 
5 ® les molecules radioactives comme le ^^P, le "^^S ou le ^^^I, 

® les molecules fluorescentes telles que la fluoresceine, la rhodomiae, Talexa ou les 
phycocyanineS;, et 

® les particules telles que les particules en or, en latex magnetique, les liposomes. 

Des systemes indirects de marquage peuvent Stre aussi utilises, comme par 

10 exemple par rititemiediaire d'lin autre couple ligand/anti-ligand Les couples ligaid/anti-ligand 
sont bien comus de rhomme du metier, et on pent citer par exemple les couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigene/anticoips, peptide/anticorps, sucre/lectine, 
polynucleolide/complementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le ligand qui est lie au 
partenaire de liaison. L'anti-Ugandpeut etre detectable directementpar les marqueurs decrits au 

15 paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un ligand/anti- ligand 

Ces systemes indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, a une 
amplification du signal. Cette technique d'ampMcation du signal est bien connue de Thomme du 
metier, et Ton pourra se reporter aux demandes de brevet anterieures FR98/10084 ou 
WO95/08000 de la Demanderesse ou a Particle J. Ettstochem. Cytochem., (1997), 45 : 481- 

20 491. 

La detection directe de la capture de la forme libre activable par ledit partenaire de 

liaison, c'est-a-dire sans Tintermediaire d'un partenaire de detection, peut ett^e mise en ceuvre 
par exemple par resonance plasmon ou par voltametiie cyclique sur une electrode portant un 
polymere conducteur. 

25 La detection directe peut egalement Stre mise en ceuvre en utilisant la propriete 

particuliere d'activite enzymatique des fomies actives du PSA. Dans ce cas, il conviendra de 
proceder a Tactivation de la forme libre activable du PSA, le cas echeant apres son 
immunopmification. En effet, P activation de cette fomie libre activable pemiet de liberer le site 
de Uaison au substrat en2ymatique, lequel pourra ensuite etre mis a reagir avec un substrat 
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enzymatique. Ainsi, la detection est tnise en ceuvre par deteiinination de TactivitS en2yniatique 
de la fonne libra du PSA irnmunopimfiee et activee, ce qiii constitue tin mode de realisation 
particulier de rinvention. 

Des exemples de substrats enzymatiques qxi conviennent aux fins de rinvention 
5 comprennent tons les substrats revelatenrs de Tactivite protease de type chymotrypsique 
largement connus de Thomme du metier. De tels substrats sont disponibles par exemple chez 
En2yme System Products. lis sont composes d'une s6quence peptidique reconnue et cliv6e par 
le PSA, cette sequence etant couplee a un groupement chromophore ou fluorophore. 

L'activation de la forme libre activable du PSA pent etre ncdse en oeuvre par au 
10 moins Tune des methodes suivantes : 

- mise en contact de ladite forme activable avec un milieu de forte concentration saline, d'au 
moins 0,1 5Mj de preference d'au moins IM, de preference encore d'au plus 2My 

- liaison du PSA Kbre activable immunopurifie a un anticorps capable d'augmenter TactLvitfi 
en2ymatique du PSA, 

15 ces deux methodes pouvant Stre mises en ceuvre s^parement, simultanement ou successivement^ 

selon n'importe quel ordre. 

A titre de mUieude forte concentration saline, on peat citer les milieux contenant du 

NaCl 1,5M et a titre d'anticorps capable d'augmenter Tactivite enzymatique du PSA, on pent 

citer Tanticorps 8G8F5 (bioMerieux, France), 
20 Les conjugues constitues du partenaire de liaison capable de se lier specifiquement 

au PSA libre activable, tel qu'xm partenaire de liaison capable de reconnaitre I'epitope de 

sequence SEQ ID N^l, et de la forme libre activable du PSA, laquelle est activ6e, sont 

6galement nouveaux et constituent un mode de realisation particulier de I'invention. 

Dans le procede de rinvention, les partenaires de liaison capables de se lier 
25 specifiquement au PSA libre activable, se liant specifiquement au PSA libre activable, peuvent 

etre utilises tels quels ou bien notamment sous forme fixes siir un support solide et^ou lies a un 

marqueur. 

La fixation de ces partenaires de liaison sur un support solide est bien coniiue. Le 
support pent etre realis6 avec tout materiau solide, biologique ou syn&etique, dou6 de 
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propri6tes adsorbantes ou capables de fixer vin agent de couplage. Des materiaux sont connus 
et d6crits dans la Kttemture. Parrai les materiaux solides capables de fixer ces partenaires de 
UaisoB par adsorption, on citera par exemple le polystyr^e, le polypropylene, les latex, etc. 
Pai-mi les inat6riaux permettant de fixer ces partenaires de liaison par covalence k I'aide d'un 
5 agent de couplage, on pent citer notainment le dextrane, la cellulose, etc. Le support pent se 
presenter par exemple sous forme de disques, de tubes, de billes ou de plaques, en particulier 
de plaques de nnicrotitrage. 

La liaison des partenaires de Uaison k un marqueur pennettra egalement d'obtenir 
une detection dixecte, comme decrit prec6demment Ce marqueur est tel que d6crit 

10 precedemment 

Lorsque le partenaire de liaison n'est pas li6 & un support ou lorsque le PSA libre 
activable est immunopurifie, le procede de I'invention peut egalement mettre en ceuvre un 
partenaire de capture. Dans le premier cas, ce partenaire de capture est capable de se lier a un 
epitope different de celui reconnu par le partenaire de Uaison capable de se lier specifiquement 

15 au PSA libre activable. 

Des exemples de partenaire de capture compreiment les anticorps anti-PSA tels 

que decrits precedemment. 

Dans la mesure ou on utilise dans le procede de I'invention a la fois un partenaire 

de capture et k la fois un partenaire de detection pour doser h PSA libre activable, ces 
20 partenaires se lient a des epitopes difiKrents, eux-mdmes etant differents de I'epitope reconnu 

par le partenaire de Uaison capable se lier specifiquement au PSA libre activable lorsque le PSA 

libre activable n'apas et6 immunopurifi6. 

Les procedes mettant en ceuvre les diff6rents partenaires de la forme activable de 

PSA pour la mise en evidence de la capture de la fomae libre activable du PSA par ledit 
25 partenaire de Uaison sont laigement connus de I'homme du metier. A titre d'exemple, on peut 

citer les m6liiodes de type sandwich telle que la methode ELISA, et les mdthodes de dosage 

par conipetition. 

L'etape iii) du procede de I'invention consiste k calciier le rapport entre la quantite 
de forme Ubre activable de PSA detectee dans I'etape ii) et la quantite d'une forme de PSA 
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autre que ladite forme activable presente dans un 6chantiUon de metne nature prelev6 chez le 
m§me sujet. 

Par I'expression "echantiUon de metne nature pr^lev6 chez le meme sujet", on 
entend soit deux fiactions dW mSme preldvetnenl; soit deux echantiUons issus de deux 
pi^Bveraente differents mais qui doivent etre de m6me nature, par exen^le des echantiUons 
seriques. 

Les formes autres que la fomie libre activable du PSA sont nolamment le PSA 
complexe, le PSA total, le PSA libre total, le PSA libre zymogSne, le PSA Hbre denature, le 
PSA Ubre cKv6 et leurs associations, c'est-a-dire I'ensemble des formes actives ou inactives, 
libres ou complexees, du PSA. 

Le dosage de chacune de ces differentes formes notamment a I'aide d'anticorps 
specifiques, est connu. 

Le PSA complexe est dose par exemple k I'aide d'anticorps d^crils dans la 
demande de brevet WO98/22509. 

Le PSA total est dose par exemple h. I'aide d'anticorps decrits par H. Nagasaki et 
al. (1999), Clin. Chem. 45 : 4486-496. 

D'autres anticoips capables de se lier a differentes formes du PSA libre, dont le 
PSA libre total, sont commercialises par Chugai (Japon), BiosPacific (Emeiyville, CA) et 
Euromedex US Biological (Swampscott, MA). 

La quantification est efifectu6e de fapon connue k partir des proc6d6s de mise en 
evidence de la detection de r6actions immunologiques tels que decrits ci-dessus (sandwich, 
eto.), par exemple en d6temiinant la quantite de marqueur lorsqu'on utilise le marquage. 

Bien entendu, lorsque les quantil^s mesiu-ees sont destitiees a etre comparees, il 
convient que ces valeurs soient compaiables. En d'auties temies, il convient que les valems 
mesurees soient rapportees a une meme dilution ou conceutiBtion eventitelle de Pechantillon ainsi 
qu'a im meme volume, 

Les differents mpports qui peuvent etre calcules dans Petape iii) du precede de 
rinvention peuvent etre choisis parmi les suivants : 
- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA total, 
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- quantite de PSA Ubre activable/quantite de PSA libre total, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA complexe, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre clive^ 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre zymogene, 
5 - q-uantite de PSA libre activable/quantite de PSA Kbre denature, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de (PSA libre denature + PSA libre zymogene), 

- quantite de PSA libre activable/quantite de (PSA libre denature + PSA libre dive), 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre inactif (zymogene, denature et clive) 

- les inverses de ces rapports, ou 

10 - des combinaisons de ces rapports, 

les rapports preferes etant relatifs a la quantite de PSA libre activable sur la 
quantite de (PSA libre denature + PSA libre clive) ou la quantite de PSA Ubre activable sur la 
quantite de PSA libre inactif. 

Selon un naode de realisation particulier de Tinvention, la forme de PSA autre que 
15 la forme libre activable utilisee pour calculer le rapport dans I'etape (iii) du precede de 
Pinvention est la forme de PSA libre denature + la forme de PSA libre clive ou la forme de PSA 
libre inactif 

La mise en oeuvre de ce calcul se feit bien evidemment comme suit : 

- on evalue la quantite de PSA libre activable dans un ecliantillon biologique preleve chez un 
20 sujet, en utiQisant le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre 

activable, comme decrit precedemraent, 

- on evalue Tune des quantites choisies parmi la quantite de PSA total, la quantite de PSA libre 
total, la quantite de PSA complexe, la quantite de PSA libre zymogene, la quantite de PSA libre 
clive, la quantite de PSA libre denature, la quantite de PSA libre denature + PSA libre clive, la 

25 quantite de PSA libre denature + PSA libre zymogene et la quantity de PSA libre inactif, ou 
leurs associations, sur un echantiUon de mSme nature preleve chez le m§me sujet, et 

- on determine ledit rapport ou ledit rapport, inverse, ou ladite combinaison de rapports. 

L'etape iv) du precede de rinvention consiste a determiner si les patients sont 
affectes par m adenocarcinome de la prostate ou par une pathologie benigne de la prostate en 
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comparant la valeur du rapport determine dans Tetape iii) a ime valeiir-seuil predeteraiinee, 
choisie selon le type de rapport utilise et representative de la limite de detection de chaque 
pathologie. 

On salt que, de fa?on generale, les resultats des tests iimminologiques dependent 
5 en grande partie des caracteristLqiies de specificity et d'affinite des anticorps utiKses, et que ces 
caracteristiques influent sur les valeurs mesurees avec ces anticorps. On confoit done qu*il n'est 
pas possible de donoaer des valeurs-seuils precises et que des valeurs-seuils adaptees a chaque 
anticorps utilise peuvent etre determinees dans chaque cas par de simples experiences de 
routine. 

10 H faut bien comprendre que Ton appelle ici valeur- seuil soit une valeur discrete, soit 

un intervalle de valeurs correspondant a une zone d'indeterroination. Bien evidemment, lorsque 
la valeur mesuree est incluse dans I'intervalle d'indetemiination, ou est ti'es proche de la valeur- 
seuil dans le cas tfune valeur discrete, on ne pent pas conclure definitivement et il convient de 
conduixe des investigations supplementaires. 

15 Bien entendo, quand on a determine une valeur-seuil pour un type de rapport 

donne, on pent en deduire des valeurs-seuils coixespondant a dautres types de rapports. 

Dans le cas ou on considere un rapport PSA libre activable/(PSA libre denature + 
PSA libre clive) ou un rapport PSA libre activable/PSA libre inactif, on diagnostiquera un 
adenocarcinome de t prostate pour les patients ayant un rapport superieur a la valeur-seuil 

20 obtenue a partir dudit rappoit, et on diagnostiquera une BPH ou autre pathologie prostatique 
non cancereuse (« patients nannaux») pour les patients ayant un rapport inferieur k cette 
valeur-seuil* 

D'une fayon generale^ lorsque la quantite de PSA libre activable se trouvera au 
numerateiH" du rapport calcule, on diagnostiquera un adenocarcinome de la prostate pour les 
25 patients ayant un rapport superieur a la valeur-seuil obtenue a paitir dudit rapport, et on 
diagnostiquera iuie BPH ou autre pathologie prostatique non cancereuse (« patients normaux ») 
pour les patients ayant un rapport inferieur a cette valeur-seuil. En revanche, lorsque la quantity 
de PSA libre activable se trouvera au dynominateiu- du rapport calciile, on diagnostiquera un 
adenocarcinome de la prostate pour les patients ayant un rapport inferieur a la valeur-seuil 
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obtenue a partir dudit rapport, et on diagnostiquera une BPH ou autre pathologie prostatique 
non cancereuse (« patients nonnaiJX») pour les patients ayant un rapport superieur a cette 
valeur-seuil. 

Le precede de T invention permet le diagnostic des pathologies relatives a la 
5 prostate par Tutilisation de la detection de la forme libre activable du PSA. 

Airsi, un auixe objet de I'invention consiste en Futilisation de la fonne libre 
activable du PSA pour le diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d*un 
adenocarcinome de la prostate. 

Pour raettre en oeuvre le procede de I'invention, Pinvention a egalement pour objet 
10 un kit de diagnostic pemiettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate ou une 
pathologie benigiae de la prostate, ledit kit comprenant : 

- un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable, de 
preference un partenaire de liaison capable de reconnaitre Pepitope de sequence SEQ ID N°l, 
de preference encore un anticorps ou un fragment d'anticorps, et, 

15 - des moyens pour doser les formes de PSA autres que la forme Ubre activable, de preference 
des anticorps ou fragments d'anticorps. 

De tels moyens utilisables dans ledit Idt sent tels que decrits precedemment poiu* le 
dosage de la forme de PSA que Ton soidiaite quantifier. 

La presente invention sera mieux comprise a Paide des exemples suivants donnes 
20 uniquement a titre iUustratif et non limitatif, ainsi qu'a Paide des figures 1 a 6 armexees, sur 
lesquelles : 

- la figure 1 montre la photographie de 3 gels d'electrophorese bidimensionnelle obtenue a 
partir de 0,5 |.ig de PSA issu du sumageaiit de culture des cellules LNCaP immunopurifie avec 
les anticorps 5D3D11 (photographie A), 6C8D8 (photographie B) et 11E5C6 (photographie 

25 C), 

- la figuie 2 represente un graphe de standardisation donnant la fluorescence en fonction de la 
concentration en PSA obtenu en utilisant du PSA seminal immunopuiifie avec Fanticorps 

5D3D11 et dose en PSA total, 

- la figure 3 est une representation gi^phique donnant les valeurs des rapports PSA 
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activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) obtenues avec le precede de rinvention pour 
des serum de patients atteints de cancer de la prostate et ti*aites par radioth^rapie (RT), par 
honnonotherapie (HT) ou par prostatectomie (PR), de patients atteints de cancer mais dont on 
ne comiait pas le traitement (autres), de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH) et de 
5 patients normanx (PN) (partie A du graphe), ainsi que les valeurs des rapports PSA libre/PSA 
total obteiiu selon xm. procede de Tart anterieur (partie B du graphe) avec ces mSmes serums, 

- la figure 4 est line representation graphique dormant les valeurs des rapports PSA 
activable/(PSA libre cKve + PSA libre denature) obtenues avec le procede de Pinvention dans 
les scrums ayant un rapport PSA libre/PSA total compris entre 0,15 et 0,25, les serums etant 

10 issus de patients atteints de cancer de la prostate et traites par radiotlierapie (RT), par 
hormonotherapie (HT) ou par prostatectonaie (PR), de patients atteints de cancer mais dont on 
ne connait pas le traitement (autres), de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH) et de 
patients normaux (PN), 

- la figure 5 est une representation graphique donnant les valeurs des rapports PSA 
15 activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) pour les serums de patients atteints de cancer 

de la prostate et de patients atteints d'hypeiplasies benignes (BPH), dont le taux de PSA total 
est inferieur a 2,5 ngtatl, et 

la figure 6 est une representation graphique donnant les valeurs des rapports PSA 
activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) pour les serums de patients atteints de cancer 
20 de la prostate et de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH)^ obtenues avec Tanticoips 
5D5A5 ou I'anticorps 11E5C6 comme anticorps de detection du PSA activable. 

Example 1 ; Detection de la forme libre activable du PSA a partir de surnageants de 
LNCaP 

25 1.1 Prepai'ation des surnageants de LNCaP 

On a fait syntlietiser du PSA pat* la lignee celhdaire LNCaP selon la technique 
decrite dans les articles "LNCaP Produces both putative zymogen and inactive, fi*ee fonix of 
prostate specific antigen" E, Corey et al, 1998, Prostate 35:135-143, "Androgen- Sensitive 
human prostate cancer cell, LNCaP, Produce both N-terminally matui-e and timcated prostate 
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specific antigen isofonn" A. Herrala et al,, 1997, Eur. J. Biochem, 255:329-335, "Production of 
miligram concentration of free prostate specific antigen (flPSA) from LNCaP cell culture : 
Difference between fPSA from LNCaP cell and seminal plasma." L T. Wu et al., 1998, J. Clin. 
Lab.AnaL 12:6-13. 

Le PSA ainsi produit par la lignee celMake LNCaP est compose de PSA libra. De 
plus, comme la culture de la lignee est realisee en presence de serum de veau foetal, qui contient 
de TACT, une proportion de complexe PSA- ACT est ainsi egalement presente. 

L2 Liaison des formes libres du PSA du sumageant par des anticorps de liaison 
On a utilise soit Tanticorps 5D3D11, qui est un partenaire de liaison reconnaissant 
10 r epitope de sequence SEQ ID N^l, soit Fanticorps 6D8C8 qui est un partenaire de liaison ne 
reconnaissant pas cet epitope (Michel S., et aL, 1999, supra). 
On a procede a la liaison comme suit : 

Les anticorps 5D3D1 1 ou 6C8D8 ont et6 fixes sur un support resine de sepharose 
activee au CNBr (Pharaiacia) selon le protocole classique fourni par le fabricant, bien connu de 
15 Phomme de metier. Le rapport de couplage utilise etait 5 rag d'anticorps pour 1 rril de resine 
gonflee. 1 ml de resine ayant fixe 5 mg d' anticorps a ete mis en contact avec 200 ml d'un pool 
de sumageants cellulaires de LNCaP contenant environ 500 |Lig de PSA total dose a Paide de 
Pappareil de detection Vidas (kit PSA total, bioMerieux, France). Apres 2 passages sur la 
colonne d'affinite, la fraction contenant le PSA non fixe a ete conserv6e (nommfe Fl), et le 
20 PSA fixe par les anticoips a ete elu6 avec un tampon glycine 0,1 M pH 2,8 neutralise ensuite a 
pH 7,2 avec du Tris 2 M pH 8. On a ainsi obtenu les formes libres du PSA immunopurifiees 
soit par Panticorps 5D3D1 1 , soit Panticorps 6C8D8. 

1 .3 Dosage des fomies libres de PSA du sumageant apres immunopurification par 
les anticorps 5D3D1 1 et 6C8D8 
25 1 3 J . Analyse par electrophorese bidimensionnelle 

Le PSA contenu dans les differentes fractions issues de Pimmunopurification a ete 
analyse iDar electrophorese bidimensiomelle et WesterrvBlot 

Lors de la separation selon la premiere dimension, les proteines migrent en fonction 
de leur point isoelectrique (pi) par isoelectrofocalisation (lEF) sur un gradient de pH immobilise 
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sur des bandelettes de depot (Immobiline Dry-strip pH 3-10, IS cm, non lineaire, Phannacia) 
en conditions deiiaturantes et rMuctrices. 0,5 de PSA ont &t6 ajoutes k 10 ^l d'une solution 
contenant 10o/„ de SDS et 2,3o/o de DTT (dithio-l,4-lhi^itolX et le melange a ele chauffe 5 min 
a 96°C. Puis r^chantillon a ete complete a 500 ^1 avec la solution de rehydmtation (urea 8,3 M, 
ftio-uree 2 M, CHAPS 4% (3-[(3-cholamidopropyl)dimethyIammonio]-l-propane sulfonate),' 
DTT 100 mM, Sex-valyt 4-9 2%, Orange G 1 mg/ml), et mis en contact avec les bandelettej 
dans un tube a essai en verre de 20 cm de longueur. L'ensemble a ensuite et6 reconvert d'huile 
de paiBffine, et incub6 toute la nuit La separation a a6 effectu^ sous une tension augmentant 
de fa9on lineaire de 100 a 3500 V en 8 h, et une 6tape de focalisation k 6000 V a ete realis6e 
pendant 80 a 100 kVh. 

Les prot6ines ayant focalise a leur point isoelectrique ont ensuite ete separees dans 
une deuxieme dimension en fonction de leur taille grace h une eleclrophor^se SDS-PAGE, sur 
un grand gel homogene a 12% d'acrylamide a 40 mA par gel, pendant 5-6 h, salon la tecMque 
classique d'electrophorese de proteines. 

Les gels obtenus apr^s separation selon la seconde dimension ont ete transferes sur 
membrane de PVDF ^olyvinylidene trifluomr^ ; Millipore) en tampon CAPS/methanol (acide 
3-[cyclohexilamino]-l-propaiesidfoniqueX pendant 1 nuit sous un courant de 1 A, en 
maintenant la temperatuns a 15X. Les membranes ont ete saturees pendant 1 nuit a 4°C en 
TBS (Tris Buflfer Saline, Tris 15 mM pH 8, NaCl 140 mM) contenant 0,05% de Tween 20 et 
5% de lait d6shydrat6 ecreme. L'anticoips anti-PSA 13C9E9, pr6c6demment identifie pour 
daecter toutes les formes de PSA (Chanier J.P., et al., 2001, Electrophoresis, 22, 1861- 
1866), a 6te dilu6 dans la solution de saturation a 10 pg/ml, et a ete ajoute aux membranes. 
Apr^ une incubation d'l h a Sl^C, les membranes ont ete lavees trois fois (5 min) avec une 
solution de satiuation, et mises en contact avec le conjugue anticorps anti-souris coupl6 h la 
peroxydase (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Etats Unis d'Amerique), dilue au 1/5000= 
dans la solution de saturation. Elles ont ensuite ete incub6es 1 h k temp6ratirre ambiante, lav6es 
hois fois en solution de saturation. L'immunoreactivile a 6te detectee en utilisant un substi-at 
chemiluminescent (Pierce), en incubant les membranes dans le Fluor S, et en faisant ime 
acquisition de I'image (enti^ 1 min et 1 h selon I'echantillon). Les in^ages obtenues ont ensuite 
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ete trait^es a Taide du logiciel Mvilti- Analyst (Biorad). 

Les photographies de ces gels sont reproduites sur la iRigure 1 ou la photographie A 
correspond a Tutilisation de ranticoips 5D3D11, la photographie B correspond a FutiUsation de 
Panticorps 6C8D8 et la photographie C correspond a Tanticoips 11E5C6 (Michel S. et al., 
5 1999, supra) qiii est un anticorps anti-PSA total utilise a title comparatif. 

Cette figure montre que, par comparaison au PSA imimmopurifie avec Tanticorps 
anti-PSA total 1 1E5C6, le PSA iraniunopurifiLe par I'anticoxps 5D3D1 1 compoite tres peu de 
formes clivees ou tronquees. En revanche, ces formes sont presentes en proportion beaucoup 
plus importante dans le PSA immunopurifie avec Tanticorps 6C8D8. 
10 1.3.3 Cai-acterisation des formes zvmogenes et mature du PSA immunopurifie par 

sequencage N-terminal du PSA 

5 a 8 }.ig de PSA cellulaire immmiopmifie par les anticorps 5D3D1 1 ou 6C8D8 ont 
ete soumis a une separation sur gel SDS-PAGB en conditioi^ reduites et transferes sur 
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) selon les techniques bien connues de I'homme 
15 du metier. Les bandes de PSA ont ete colorees avec une solution de Rouge Ponceau S a 
0,25% dans du TCA 3% (acide trichloroacetique), et la bande conrespondant au PSA mature 
(environ 30 kDa) a ete decoupee et soumise a mie degradation d'Edman sur un sequenceur de 
proteines Procise 292A (Applied Biosystems). 

Les resultats obtenus ont montr6 que le PSA immunopurifie par I'anticorps 
20 5D3D1 1 ne contenait que la forme mature (IVGG. . tandis que le PSA immunopurifie par 
ratiticorps 6C8D8 contenait la forme mature, ainsi que le proPSA(-7) et le proPSA(-5). 
1 3.4 Mesme de Factivite enzymatique du PSA cellulaire immunopurifie 
Les puits d'une plaque ELISA Nmic Maxisorp noire (compatible avec une 
detection en fluorescence) ont ete coates 2 heures a 37''C avec 100 |il d'une solution de 
25 streptavidine a 10 |J.g/ml en tampon carbonate pH 9,6 et bloques pendant 2 heures a 37°C avec 
du TBS (Tris-HCl 50 nM pH 7.5, NaCl 0.15 M) contenant 2 mg/ml de BSA (Bovine Serum 
Albuinine) Apres 3 lavages des puits en IBS-Tween 0,05%, 100 |li1 d'anticoips anti-PSA total 
biotinyle dilue a 10 [xg/ml en TBS-BSA ont ete introduits. L'anticorps anti-PSA total pent etre 
soit Panticorps 1 1E5C6 qui ne modifie pas Pactivite enzymatique du PSA (Michel S, et al.. 
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1999, supra\ soit Tanticoips 8G8F5 (bioMerievix, France). 

Apr^s 2 heures d'incubation a les puits ont ete laves avec du TBS-Tweeii 
0,05%, et le PSA irnmimopurifie par les anticorps SDSDll ou 6C8D8, dilue en TBS-BSA a 
2,5 ^g/ml a ete introduit et incube toute la nuit a 4^C. Les puits ont ete ensuite laves a nouveau 

5 en TBS-Tween 0,05% et incubes 15 niin soit avec le TBS-BSA decrit ci-dessus (contenant 
0,15 M de NaCl), soit avec du TBS-BSA dont la concenttation en NaCl a ete montee a 1,5 
M. Les puits ont ensuite ilh vid6s et mis en contact avec 100 \il du substrat fluorescent Mur 
HSSKLQ-AFC (Enzyme System Products, filiale dlCN) dilu6 a 300 j^M en TBS-BSA 
contenant soit 0,15 M, soit 1,5 M de NaCL La cinetique en2ymatique a ete suivie a ST'^C 

10 pendant 2 heures (excitation 390 nm, emission 510 nni ; 1 mesure / rnimite) avec le lecteur 
Fluoroskan (Tlieixnolabs Systems), L'activite enzymatique du PSA correspond a la pente de la 
courbe obtenue. 



Les resultats sont indiques dans le tableau 1 ci-apres : 
Tableau 1 





Capture par 1 1E5C6 biotinyle 


Capture par 8G8F5 biotinyle 


NaCl 0,15 M 


NaCl 1,5 M 


NaCl 0,15 M 


NaCl 1,5 M 


Surnageant LNCaP 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


PSA cell, immnnopurifie 
par 5D3D11 


17,1 


51,8 


79,9 


153,1 


PSA cell. immunopuriSe 
par 6C8D8 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


7,0 



15 L'activite enzymatique est exprimee en unites de fluorescence x 1000 / minute. 

Ce tableau montre que le PSA imiXLunopiuifie par Panticorps 5D3D1 1 possede ime 
activite enzymatique detectable. Cette activite est augmentee en presence de NaCl 1,5 M. La 
capture du PSA par Tanticoips 8G8F5 augmente aussi l'activite enzymatique du PSA. 

Le PSA immunopurifie par I'anticorps 6C8D8, quant k lui, n^a qu'une activite 
20 residuelle d6tectable en presence de NaCl 1,5 M et de Tanticorps 8G8F5, montt*ant que cette 
foime de PSA immunopurifiee n*est pas activable. 

Cet exemple met en evidence que, pamii les foiiues libres actives du PSA dans les 
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cellules LNCaP, on troiive la fotme libre activable qui est detectable selon le precede de 
rinvention. 

Exemple 2 : Detection de la forme Mbre activable dn PSA a nartir de s^rum de patients 
avant wa adenocarcinome de la prostate 

Le pool de serum utilise est compose de 30 serum de patients ayant un caiicer de 
la prostate. Concentration de ce pool en PSA: PSA total : 71 ngAnl ; PSA libre : 12 ng/ml, 
d6termin6e a Taide de I'^pareil Vidas. 

2.1. ]inmminopuiificati.on de serum 

On utilise la r6sine decrite dans le paragraphe 12 comme support solide ayant fixe 
les anticorps 5D3D1 1 et 6C8D8. 50 jjil de ces resines sont mises en contact avec 1 ml du pool 
de senim decrit ci-dessus pendant toute luie nuit a 4°C sous agitation. Puis les tubes sont 
centrifuges, la fraction contenant le PSA non fix6 a ete conservee, la resine a ete lavee 3 fois 
avec du PBS-Tween 0,5% (les fractions de lavages sont regroupees et conserv6es), puis le 
PSA fixe par les anticorps 5D3D1 1 ou 6C8D8 a 6t6 61ue pendant 5 min avec 200 ^il de Glycine 
0,1 M PH 2,2 contenant 1 mg/ml de BSA, et neutralise a pH 7,2 avec du Tris 2 M pH 8. 

2.1. Mesm-e de Factivite enzvmatiaue du PSA immunopurifi e a partir de serum 
Les puits d'une plaque ELISA Nunc Maxisorp noire (compatible avec une 
detection en fluorescence) ont ete coates 2 heures a 37°C avec 100 ^li d'une solution de 
stteptavidine a 10 p,g/ml en tampon carbonate pH 9,6 et bloques pendant 2 heures a 37°C avec 
du TBS (Tris-HCl 50 mtvi pH 7.5, NaQ 0.15 M) contenant 2 mg/ml de BSA (Bovine Senim 
Albumine). Apr^s 3 lavages des puits en TBS-Tween 0,05%, 100 pil d'anticoips anti-PSA total 
biotinyle dilue a 10 ]xg/ml en TBS -BSA ont ete introduits. L'anticorps anti-PSA total pent etre : 
o soit Fanticorps 1 1E5C6, qui ne modifie pas I'activite enzymatique du PSA, 
o soit Tanticorps 8G8F5 qui augmetite I'activite enzymatique du PSA capte, 
Apres 2 heures d'incubation a 37°C, les puits ont et6 lav& avec du TBS-Tween 
0,05%, et 100 p.1 du PSA immunopurifie a partir de serum par les anticorps 5D3D11 ou 
6C8D8 ont ete introduits et incubes toute la nuit a 4°C. Les puits ont ensuite et6 laves a 
nouveau en TBS-Tween 0,05% et incubes 15 min avec du IBS-BSA 2 mgM dont la 
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concentration en NaCi a ete montee h 1,5 M. Les puits ont ensuitB ete vidfe et mis en contact 
avec 100 jxl du substiat fluorescent Mu.KGISSQY-AFC (Enzyme System Products, fiHale 
d'ICN) dilu6 k 400 m en TBS-BSA contenant 1,5 M de NaCl. La cinetique enzymatique a 
smvie h 37X pendant 2 heures (excitation 390 nm, emission 510 niB ; 1 mesure / minute) 
avec le lecteur Huoroskan (ITietmolabs Systems). L'activit^ enzymatique du PSA coirespond k 
la pente de la courbe obtemxe. 

Les resultats sont indiques dans le tableau 2 ci-apr6s : 
Tableau 2 



Pool de seaim initial 



PSA serique immunopurifie par 5D3D1 1 



PSA serique immunopurifie par 6C8D8 



NaCl 1,5 M 



llE5C6biotinyle 



1,0* 



29,5 



4,4 



8G8F5 biotinyle 



4,9=* 



62,9 



11,5 



L'activit6 en2ymatique est exprimee en unites de fluorescence x 1000 / minute 

*L'activite mesm^e directement a partir du serum (sans immunopurification) est 

sous-estimee, car le PSA active se complexe immediatement avec I'ACT serique. 

Ce tableau montre que I'on est capable de mesurer una actlvit6 enzymatique sur du 

PSA immunopiuifie k partir de s6rum ; le serum contient done du PSA libre activable. 

On constate toujouis bien une difference significative d'activit^ entre le PSA 

innnunopurifie par I'anticorps 5D3D1 1 et celui immunopurifie par I'anticoips 6C8D8, montmnt 

que I'anticorps 5D3DI 1 reconnait specifiquement le PSA libre activable. 

Exemple 3 : TItilisation de PantiroiDs 5D.^nn H.» s «n te.t di.^ nn,H^». p»,.^ 
discrimination entre une RH p et radenocarcinome de la p rn«f»>t^ 

Pour le dosage, on a utilis6 I'appareil Vidas, adapte pour inclure les reactifs de 
dosage appropries, mais utilise selon les insti-uctions du fouraisseur (bioMerieux, France). 

.3.1 Dosage du PSA activahle dans des semm..; p^ti-^nj^ 

L'anticoips 5D3D] 1 est utilise comme anticorps de capture dans un test de type 
sandwich. Le PSA capte est detecte par l'anticoips anti-PSA total 5D5A5 couple k la 
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phosphatase alcaline, Le protocole est tel que decrit precedeimnent 

La standardisation du test a ete effectuee selon les reconiniandations du foumisseur 
en ntflisant du PSA seminal iramunopuiifie par Tanticorps 5D3D11 et dose en PSA total. La 
limite de detection du test est 0,05 ng/ml de PSA actifeil. La coufbe de standardisation dans le 
domaine de concentration de 0 a 1,5 ng/nd est representee sur la figure 2. Cette combe, qui est 
proche d'une droite^ met en 6vidence que le dosage avec un partenaire de liaison recoimaissant 
Tepitope de sequence SEQ ID N°l permet de detecter du PSA libre activable avec une bonne 
sensibilite. 

3.2 Dosage du fPSA libre clive + PSA libre denature') dans des serums de patients 

On a repete le mode operatoire decrit precedemment, a ceci pres qu'on a utilise 
Tanticorps anti-PSA libre 6C8D8 comme anticorps de capture pour la capture dans le serum 
des formes de PSA libre inactif, ainsi que Tanticoips anti-PSA total 11E5C6 couple a la 
phosphatase alc^e comme anticorps de detection, lequel reconnait dans le cas present les 
formes de PSA Ubre clive et libre denature. 

33 Utilisation du rapport PSA activable/fPSA libre clive + PSA libre denature) 
pour une meilleure discrimination entre un cancer de la prostate et une BPH 

Une etude reti*ospective a ete effectuee avec 177 serums de patients contenant du 
PSA, Ces sera correspondent a : 

- 89 cancers de la prostate bien identifies avec les taux de PSA totaux, les grades des tumeurs, 
les scores de Gleason et des infommtions eventuelles sur les traitements (radiofherapie, 
hormonotherapie, prostatectomie ou inconnu) effectues ulterieurement, 

- 65 hyperplasies beiiigties^ 

- 23 prostates normales (ayant des taux de PSA > a 2,5ng/ml mais des biopsies negatives). 

Sur ces serums, on a calcule le rapport PSA libre activable/(PSA libre denature + 
PSA libre clive) obtenu a Taide des dosages precedents et on a reproduit ces valem*s sur le 
graphe de la figure 3, partie A. 

Ainsi que le montre la partie A de la figure 3, en utilisant un seuil de 0,66 pour des 
serums ayant im taux de PSA total compris entre 2,5 et 10 ng/ml, le rapport PSA 
activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) pemiet de caracteriser 22/33 cancers (67%), 
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19/19 prostates normales (100%) et 27/28 BPH (96%). 

A litre de comparaison, on a calcule le rapport PSA libre sur PSA total a I'aide de 
deux kits Vidas (Kit PSA total et ICit PSA libre^ bioMerieux, France) selon les 
reconmiandations du foumisseiir. Les resultats sont reproduits sur la partie B du graphe de la 
5 figqre 3. Cette partie B moiitre qu'il existe une zone d'incertitude poijr des valenrs de 0,15 a 
0,25. 

3.4 Sensibilite du precede de Tinvention 

3.4.1 Pour les scrums inclus dans les zones d'incertitude des procedes de Tart 

anterieur 

10 Les valeurs des rapports PSA libre activable/(PSA libre denatui*e + PSA libre 

olive) obtenues selon le procede de Tinvention pour les 28 serums de la zone d'iacertitLide 
obtenue avec le procede de Fart anterietir ont ete reproduites sur la figure 4- 

Cette jSgure met en Evidence que, pour les serums dont le rapport PSA libre/PSA 
total est compris entre 0,15 et 0,25^ s6rums dans lesquels les procedes connus ne pennettent 

15 pas de discriminer un cancer d'une BPH, le rapport PSA activable/<J*SA libre clive + PSA libre 
denature) permet de cEffacteriser 13/15 cancers (80%), 7/7 BPH (100%) et 6/6 prostates 
normales (100%). 

3.4.2 Pour les serums ayant un taux de PSA iiiFerieur a 2,5ng/ml 

On a selectionne les 20 senmis de patients atteints de caacer (1 1) ou de BPH (9) 
20 ayant un taux de PSA inferieur a 2,5 ng/inl et on a reproduit les valeurs des rapports PSA libre 
activable/(PSA libre denature 4- PSA libre cUve) sur la figure 5. 

Cette figure met en evidence que la discrimination entre un cancer de la prostate et 
une BPH en utilisant le rapport PSA activable/(PSA libre denature + PSA libre olive) reste aussi 
valable pour des serums ayant un taux de PSA inferiem* a 2,5 ng/ml. 
25 3.5 Modification de Tanticorps de detection 

On a repete le mode operatoire ci-dessus avec 8 seiums, 5 senuns de patients 
atteints de cancer de la prostate et 3 serums de patients atteints de BPPI, a ceci pres qu'on a 
utilise Panticoips 1 1E5C6 (Michel S,, et al,, 1999, siiprd) comrae anticorps de detection. 

Les resultats sont indiques sur la figure 6 sur laquelle les valeurs des rapports PSA 
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libic actiYable/(PSA Ubre denature + PSA libre clive) en utiKsant Fanticorps 5D5A5 comme 
anticorps de detection du PSA activable sont reproduites dans la partie A de la courbe, et les 
valeuis des rapports PSA libre activable/(PSA libre denature + PSA libre clive) obtenues avec 
les memes serums mais avec Fanticoips 11E5C6 comme anticotps de detection sont 
reproduites dans la partie B, 

Cetfce figure met en evidence qu'il existe bien une valeur-seiiil quel que soit 
Fanticorps de detection utilise et que la valeur-seuil depend de Fanticorps utilise en detection. 
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REVENDICATTmvr<; 

1. Proc6d6 de diagnostic d'une pathologie b6nigne de la prostate ou d'lm 
adenocarcinome de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

i) mettre en contact rni pailenaiie de liaison capable de se lier specifiquement au PSA 
libie activable avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'6lre attaint d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 

ii) mettre en evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
de liaison, 

iiD calculer le rapport entre la quantit6 de forme libre activable de PSA detectee dans 
I'etape ii) et la quantity d'une forme de PSA autre que la fomie Ubre activable, presente dans un 
echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet, et 

iv) detenniner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou par 
une pathologie benigne de la prostate en comparant la valeur du rapport detemiine dans l'6tape 
iii) a une valeur-seuil predetermine^ choisie selon le type de mpport utiUs6 et representative de 
la limite de detection de diaque pathologie. 

2. Precede de diagnostic d'une patiiologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon la revendication 1, caiact&ise en ce que ledit partenaire 
de liaison utilise dans I'etape i) est capable de reconnaltte I'epitope de sequence SEQ ID N°l . 

3. Proc6d6 de diagnostic d'une patiiologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ledit 
partenaire de Uaison utilise dans I'etape i) est un anticoips ou un fragment d'anticorps. 

4. Precede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocm^inome de la prostate selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, cai^ct6ris6 en 
ce que la mise en evidence de la capture de la foime libre activable du PSA pai- ledit partenaire 
de liaison est mise en auvi-e par detection indirecte par I'intermediaire d'un partenaire de 
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REVENDICATIQNS 



1 . Precede de diagnostic in vitro d'xme patbologie b^nigne de la prostate ou d'un 
adenocardnome de la prostate, caracteris6 en ce qu'il comprend les 6tapes consistent k : 

f) mettre en contact un partenaire de Uaison capable de se Uer specifiquement an PSA 
Hbre activable avec mi echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'Sfre atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'mi adenocarcmonae de la prostate, 

if) mettre en evidence la capture de la forme Kbre activable du PSA par ledit partenaiie 
de liaison, 

m) calculer le rapport entre k quantite de forme libre activable de PSA detectee dans 
I'etape ii) et la quantitfe d'une fomie de PSA autre que la foime libre activable, presente dans un 
echantillon de mSme nature pr61ev6 chez le m&ne sujet, et 

iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocardnome de la prostate ou par 
une pathologie benigne de la prostate en comparant la valeur da rapport d6tennine dans I'etape 
iii) a une valeur-seuil predeterminee, choisie sebn le type de rapport utilis6 et representative de la 
iimite de detection de chaque pathologie. 

2. Precede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
ad6nocarcinome de la prostate selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit partenaire de 
liaison utilise dans I'etape i) est capable de reconnaiti^ I'epitope de sequence SEQ ID N°l. 

3. Proc6d6 de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocardnome de la prostate selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ledit 
partenaitB de liaison uHlise dans I'etape i) est un anticoips ou un fiagment d'anticoips. 

4. Precede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocai-cinome de la prostate selon Fune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 

- quela-Hiise en evidence -de la. capture de la forme libre activable.du PSA parjedit partenaire de 
liaison est mise en oeuvre par detection indirecte par Fintennediaire d'un partenaire de detection, 
de pr6ference par Futilisation d'un anticorps anti-PSA total. 
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detection, de preference par I'utilisation d'm anticoips anti-PSA total. 

5. Proc6d6 de diagnostic d'une paHiologie b6mgne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en 
ce que la mise en Evidence de la capture de la fome libre activable du PSA par ledit partenaire 
de Haison est mise en ceuvre par deteimination de I'activite en2ymatique de la forme Kbre 
activable du PSA immunopurifiee et activee. 

6. Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que la fomie de PSA autre que la fomie Hbre activable utilises pour calculer le rapport est la 
fonne Hbre inactive du PSA ou les formes libres clivees et d6naturees du PSA. 

7. Utilisation de la detection de la fomie libre activable du PSA pour le diagnostic 
d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate. 

8. Kit de diagnostic permettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate 
ou une pathologie benigne de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un partenaire de Uaison capable de se Ker sp&ifiquement au PSA libre activable et 

- des moyens pour doser les formes de PSA autres que la fomie Hbre activable. 

9. Kit de diagnostic selon la revendication 8, caracterise en ce que ledit partenaire 
de liaison est capable de recoraiattre I'epitope de sequence SEQ ID N°l, de preference un 
anticorps ou un fragment d'anticoips. 

10. Kit de diagnostic selon I'une des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
lesdits moyens sont des anticoips ou fragments d'anticoips. 

1 1 . Conjugue constitue d'un partenaire de Haison capable de se Her specifiquement 
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5. Precede de diagnostic d'une pathologie benigae de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon Tmie quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que la mise en evidence de la capture de la fornie libore activable du PSA par ledit partenaire de 

5 liaison est mise en oeuvre par determinatiQn de Factivite enzynaatique de la forme libre activable du 
PSA immunopucifiee et activ6e. 

6. Precede de diagnostic d'line pathologie benigne de la prostate on d\m 
adenocarcinome de la prostate selon rune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 

10 que la forme de PSA autre que la fonne Ubie activable utilisee pour calculer le rapport est la 
forme Itbre inactive du PSA ou les formes libres cUvees et denaturees du PSA. 

7. Utilisation de la detection de la forme Kbre activable du PSA pour le diagnostic in 
vitro d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un ad6nocarcinome de la prostate. 

15 

8. IQt de diagnostic permettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate 
ou une pathologie benigne de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un partenaire de liaison capable de se her specifiquement au PSA hbre activable et 

- des moyens pour doser les formes de PSA autres que la forme Hbre activable. 

20 

9. Kit de diagnostic selon la revendication 8, caracterise en ce que ledit partenaire 
de liaison est capable de reconnaitre I'epitope de sequence SEQ ID N°l, de preference un 
anticoips ou un ftagment d'anticorps. 

25 10. Kit de diagnostic selon Tune des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 

Icsdits moyens sont des anticorps ou fragments d'anticorps. 

-Conjugue canstitiie d'iia,partenaire.de Mson capable de s^li^^^ _ 
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au PSA libre activable et de la forme libre activable du PSA. 

12. Conjugu6 selon la revendication 11, caracterise en ce que ledit partenaire de 
liaison est capable de recoimaitre Tepitope de sequence SEQ ID N^L 

13. Conjugue selon Tune des revendications 11 ou 12, caracterise en ce que la 
fonne libre activable du PSA est activee. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioMerieux 

<120> Precede de detection de la forme libre activable du PSA et son 
utilisation pour le diagnostic des pathologies benignes de la prostate et de 
1 ' adenocarcinome de la prostate 



<130> 


PSA Activable 


<160> 


1 


<170> 


Patentin version 3 . 


<210> 


1 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


epitope 


<400> 


1 



Asp Thr Pro Tyr Pro Trp Gly Trp Leu Leu Asp Glu Gly Tyr Asp 
1.5 10 15 
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prostate 


LE(S) DEr^ANDEUR(S) OU LE(S) 
syiAWDATAIREfSk 




DESIGNE(NT) EN TANT 

QU'INVENTEUR(S): — — 


InvRntGur 1 - — — — — — 


Nom 


BUSSERET-MICHEL 


Prenoms 


Sandrine 


Rue 


16 rue Pierre Blanc 


Code postal et villa 


69001 LYON 


.c;nni<stp4 H^annartenance 


bioMerieux 


InvfintGur 2 — — - — ~ — 


Nom 


JOLIVET-REYNAUD 


Prenoms 


Colette 


Rue 


29 route Natlonale 


Code postal etvilie 


69720 ST BONNET DE MURE 


Societe d'appartenance 


bioMerieux 



La loi n-78-17 du 6 janvier 1 978 relative a llnformatique aux fichiera et aux liberies s'appiique aux reponses faites a 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPl. 



Signe par 

Stgnataire: FR, BIOMERIEUX, V.Bitaud 
Emetteur du certificat: DE. D-Trust GmbH, D-Trustfor EPO 2.0 

Fonction 

Mandataire agree (Mandataire 1) 



m 



